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Abstract 
Trypsin activity has been studied by use of �-casein as a substrate. Enzymatic hydrolysis has 
been investigated with the quartz crystal microbalance (QCM) method. The results obtained 
showed a good agreement with reported values in previously. 





















テン式を用いて Km 値と kcat 値を求めてきた。Km 値は kon, 
koff, kcat の 3 つのパラメータを含むために解析が困難であ
った。しかし QCM 法では、ES 複合体の生成と分解速度




















 QCM 測定装置 （図.1） として、株式会社イニシアム
27MHzQCM を使用した。 
測定条件は測定チャンネル数 1、設定温度 25℃、攪拌子
の回転数 1000、データ取り込み速度 1.0 で行った。測定
条件は統一して QCM 測定を行った。 
（図 1. QCM 装置） 
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シメチルアミノメタン塩酸塩 3.0g を加え、蒸留水
50ml で溶解しトリス緩衝溶液とした。 
② このトリス緩衝溶液を 500ml メスフラスコに移し、
標線まで蒸留水を加え、pH7.5、0.05M のトリス緩













② 最終濃度 78.1μg/ml のカゼインを金基板上に滴下
し、湿潤状態で 30 分静置した。トリス緩衝溶液で
洗い流し QCM 装置にセットした。カップに pH5




④ 同様の手順で pH6、7、7.5、8、8.5、9、10 のトリ
ス緩衝溶液を使い実験を行った。 
 
 ２・３ ２価金属イオンを用いた酵素活性評価 
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 ３・１ トリプシンによるカゼイン分解の pH 依存性 































                                                            
 
図-2 トリス緩衝溶液 pH 6 トリプシン最終濃度（11.8
μg/ml） 
 
 ３・１・３ トリス緩衝溶液 pH7 を用いた実験 
 トリス緩衝溶液 pH6 の周波数グラフと比較すると、グ
ラフの上昇する角度が少し急になっていることがわかる
が、速度定数はほぼ同じ数値になった。 
図-3 トリス緩衝溶液 pH7 トリプシン最終濃度（15.5
μg/ml） 
 
 ３・１・４ トリス緩衝溶液 pH7.5 を用いた実験 




図-4 トリス緩衝溶液 pH7.5 トリプシン最終濃度（14.0
μg/ml） 
 
 ３・１・５ トリス緩衝溶液 pH8 を用いた実験 






なった。速度定数を見ると pH8 が至適 pH2）ということ
がわかる。 
図-5 トリス緩衝溶液 pH8 トリプシン最終濃度（15.0
μg/ml） 
 



















図-6 トリス緩衝溶液 pH8.5 トリプシン最終濃度（16.0
μg/ml） 
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め、その後分解量が増えていくことが分かった。 
図-7 トリス緩衝溶液 pH9 トリプシン最終濃度（15.5
μg/ml） 
 
















表 1. 分解量と速度定数の平均 
pH 5 6 7 7.5 8 8.5 9 10
分解量（ng） -2.0 8.9 9.4 5.7 4.9 7.1 11.0 -7.1
速度定数（sec-1） 0.00035 0.00282 0.00278 0.00510 0.00671 0.00659 0.00377  
 
トリス緩衝溶液 pH 別実験よりトリプシンの至適 pH




 ３・２ ２価金属イオンを用いた酵素活性評価 









5mM、25mM ではトリス緩衝溶液 pH8 の速度定数と比
較すると小さな数値になった。5mM から 25mM にかけ
て少量速度定数が増量した。3mM では濃度が薄すぎて
阻害効果を表さなかった。 


































                                                            
 




 1）トリプシンによるカゼイン分解の pH 依存性 
トリス緩衝溶液の pH を 8 段階に分けて実験を行った
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